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Résumé

Notre travail porte sur I'étude des activités bgjues des huiles essentielles (HES) de

la menthe pouliofMentha pulegiunt..) de la région de Bordj Bou Arreridj.

Mentha pulegiunh. provenant de la région de de Bordj Bou Arreadfait I'objet d’'un
décryptage biologiqgue de ses huiles essentiellette plante appartient a la famille des
lamiacée ; la famille la plus importante dansltaef algérienne et la plus utilisée par les

thérapeutes traditionnels.

L’extraction des huilles essentielle par hydrodlation a donné un rendement de
0.64+0.01%.

L’activité antioxydante a été évaluée par la méeéhdu piégeage du radical libre
DPPH, en comparant avec l'antioxydant de référeBed (1C50=29+0.13ug/ml et AAI=
1.35) les résultats montrent que les huiles esdlntieMentha pulegiuni. ont une activité
antioxydante modéré dontdgegale a 6.7+0.28 mg/ml et un AAI de 0.005.

L’étude du pouvoir antibactérien vitro par la méthode de diffusion des disques a démontr
une bonne activité antibactérienne contre les smitkstés soit bactérienn€&s @eruginosa,
E. coli, M. luteus, S. aureus, B. subjils®it fongique Aspergillus niger, Aspergillus flavus et

fusarium monoliforum

Ces résultats peuvent étre considérés comme geidepart pour des applications de
cette plante en santé ou dans le secteur agrodireen

Mots clés: Mentha pulegiumL., les huiles essentielles, activité antioxydardetivité

Antibactérienne, activité antifongique.
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Introduction Générale

L’histoire des Plantes a Parfum, Aromatiques etlildales (PPAM) est associée a
I’évolution des civilisations. Dans toutes les gégs du monde, I'histoire des peuples, montre
gue les plantes ont toujours occupé une place impie en médecine, dans la composition
des parfums et dans les préparations culinairdsorhme utilise les plantes depuis des
milliers d’années, pour traiter divers maux. Le wh@nvégétal est a l'origine d’'un grand
nombre de médicamenfisahrech, 2010).Selon l'organisation mondiale de la santé (OMS),
pres de 80 % des populations dépendent de la nm&daditionnelle pour des soins de santé
primaire(O.M.S, 2002).

Actuellement, plusieurs questions sont soulevéesarnant la sécurité des produits
chimiques utilisés en médecine ou dans l'industlimentaire. En effet, la peroxydation des
lipides au cours des processus de fabrication edtattkage des aliments sous l'action des
radicaux libres conduit a la perte de la qualitéesta sécurité des aliments. Les antioxydants
de synthése, généralement utilisés en industrreealiaire pour retarder I'oxydation des
lipides, sont suspectés d’'avoir des effets néfasteta santé du consommatéames, 1983 ;
Wang et al., 2008) De plus, l'usage excessif d'agents antibactériensantifongiques
chimiques dans la médication humaine ainsi que Bélesage animal et la conservation des
aliments conduit au développement de microorgarissmésistants a la plupart des
antibiotiques(Essawi et Srour, 2000)Suite a cette préoccupation, il semble donc ingmbrt
de trouver une alternative. Le développement devemux agents thérapeutiqgues s’avere
indispensable pour lutter contre ces phénoméneésiltance bactérienne et d’'oxydation des
aliments.Dans ce but, l'utilisation des plantes représemtepatentiel inestimable pour la
recherche de nouvelles substances a pouvoir antibién et/ou antioxydan{Bruneton,
1999) Ces plantes aromatiques ont l'aptitude a syrgbétide nombreux métabolites
secondaires. Ces métabolites possedent diverseprigiés biologiques. Les huiles
essentielles ou essences, font partie de ce grdepmétabolite avec les alcaloides et les
phénols(Haddouchi etal., 2009).Ces huiles se composent d'un certain nombre de as#sap
de différentes origines biosynthétiques s'étenddes hydrocarbures terpénoides aux
composés de soufre, et de tels composés sont lleeat présents dans différentes

concentrationgSilva et al ; 2015).

Les plantes aromatiques sources des huiles egfesgont largement répandues dans
la nature. L’Algérie abrite un ensemble d’espéogsartantes et variées et témoigne de ce fait

d’une richesse floristique incontestable. C’estrgaoi, nous nous somme intéressé a étudier

1



Introduction Générale

la Menthe pouliot ; une plante qui pousse a I'&abntané dans la région de Bordj Bou
Arreridj. Menthe pouliot Mentha pulegiuni.) fait I'objet des récentes recherches dans les
domaines pharmaceutiques, cosmétiques et agrordahimes. C’est une herbe aromatique de
la famille des Labiées, appréciée pour ses pr@&miéaromatiques, antioxydantes,
antimicrobiennes, expectorantes, carminatives ésmasmodiques dans le traitement du
rhume, la bronchite, la tuberculose, la sinusigecholéra, les intoxications alimentaires, les

flatulences et les coliques intestinalgargari, 1990 ; Delille, 2007)

Ce travail a pour objet de I'extraction et I'évaioa de l'activité biologique des huiles

essentielles de la plantéentha pulegiunt..

- Le premier chapitre propose une recherche biblmgoue comprend deux volets :

v' Le premier volet est consacrée a I'étudeMidmtha pulegiuni., sa description
botanique, sa systématique, sa composition chimaius que ses utilisations en
médecine traditionnelle.

v' Le second volet donne un apercu sur les huilesnésies: composition,
localisation, répartition, procédés d’extractioraetivités biologiques.

- Le second chapitre met en évidence le matérieleseméthodes utilisés lors de la
réalisation de cette étude, tels que la méthodetrdeion des huiles essentielles
I'évaluation de l'effet antifongique, I'effet antilotérien et I'effet antioxydarni-vitro
en utilisant le test DPPH. Par la suite une amadyatistique a été réalisée permettant
de regrouper et de résumer un ensemble de donyeisdes objectifs comparables.

- Le troisieme chapitrerésent et discute les résultats obtenus suiviemparconclusion
qui fait une synthése claire des principaux agpait mémoire en termes de
méthodologies proposées et des résultats psodide nombreuses perspectives

importantes qui font suite a ce travalil
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Chapitre | Synthése bibliographique

|.1. Monographie de Mentha pulegiumL.
1.1.1. Etymologie

Le nom de « pouliot » vient du latin pulegiumj dérive de pulex : la puce ; la plante
ayant la propriété d'éloigner les puc€afmisans et Jeanmonod, 1993).a menthe pouliot,
connue sous le nom vernaculaire arabe de « fliyoasp largement utilisée en médecine
populaire dans de nombreuses cultifamihotri et al., 2005). Elle est représentée par deux
sous especeddentha pulegium ssp. vulgaret Mentha pulegium ssp. pulegiui@uézel et

Santa, 1962) Cette derniére fera I'objet de notre étude.

1.1.2. Position Systématique
Selon Quezel et Santa (1963) Guignard et Dupont (2004, la classification

gu'occupeMentha pulegiunk.. dans la systématique est la suivante:

Regne Plantes
Embranchement Phanérogames ou Spermaphytes

Sous-embranchement Angiospermes

Classe Eudicots
Sous-classe Astéridées

Ordre Lamiales

Famille Lamiacées

Genre Mentha(Tourn.) L.
Espece Mentha pulegiunt..

Nom vernaculaire algérien :fliyou;  Francais :La menthe pouliot.
1.1.3. Description botanique

La famille des lamiacées connue également sonsriedes labiées, comporte environ
258 genres pour 6900 espéces plus ou moins cosiespolmais dont la plus part se
concentrent dans le bassin méditerran@atineau, 2010).Le genreMenthacomprend 25-

30 espeéeces présentes dans le m¢gbdeman etal., 2003).

Les Menthes sont des plantes vivaces, herbacédgemas et trés odorantes
appartenant a la famille des labiacédshandiez et Marie, 1934)Elles conservent depuis
I'antiquité une infinie diversité d’emplois et ogmnt une large place dans la thérapeut{tjue
Edrissi, 1982.



Chapitre | Synthése bibliographique

Mentha pulegiumL. est une plante a tiges dressées, Sa saveur esmémt
aromatique et son odeur est intense. Les tigestisearrée, sont plus ou moins dressées,
verdatres ou grisatres, treaamifiées. Les feuilles, opposées et petites, smales ou
oblongues presque entier@gdgerement dentelées ou crénelées) et muniescdlum pétiole.
C'est une plante glabre de 10 - 30cm a infloresefiormées de nombreux verticillatres

denses, feuillés et distar{tQueze Sauta, 1963).

Les fleurs, qui apparaissent I'été, de Mai a fept8mbre, sont rose lilas, parfois
blanches, et sont groupées a l'aisselle des feuwheglomérules largement espacés le long de
la tige(Queze Sauta, 1963).

Le calice est a cing dents pileuses, a gorgewdsie poils a la maturation. La corolle

est a gorge pileuse, bossée d'un coté a la gRaydaud, 1985)(Figure0l).

Figure 01.Représentation schématique et photavientha pulegiuni.. (Amina, 2015).

1.1.4. Aire de répartition

M. pulegiumL. est tres répandue dans I'aire méditerranéeglieeest connue sous le
nom de « menthe pouliot ». Et fréquente dans |digumi humides et elle est parfois cultivée
comme plante condimentaire pour ses feuilles trematiques. C'est une espece spontanée
dans I'ensemble de I'Europe, I'Asie, 'Amériquéeatord de I'Afrique (du Maroc a I'Egypte).

(Gamisans et Jeanmonod, 1993).

En Algérie,Mentha pulegiunk. est trés abondante et pousse spontanérQergizel et
Santa, 1963. Elle se rencontre dans les zones humides etrgéngent marécageuses, pres

desroutes, et elle est plus abondante dans les p@&sidigmontagng€halchat etal., 2000)
1.1.5. Utilisation en médecine traditionnelle

Il semble que dans le temps des enceins elleré&ibnnue, utiliser uniquement pour

former des couronnes qu’ils portaient lors desroérées religieuses, par contre les chinois
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Chapitre | Synthése bibliographique

connaissaient ses propriétés calmantes antispaguesgiHippocrate la considérait comme

excitante alors que Pline a constater son effetiginie(Kebissi, 2004).

Ingestion (troubles digestif) et insuffisance bika La menthe pouliot combat
I'ingestion et rétablit les troubles gastriquemoee les crampes et les gaz intestinaux, elle est
carminative excellents contre les ballonnementi® et également cholagogue : efficace

contre les brulements d’estomac (stomachiqiBgbé Aissa, 2000).

Les parties aériennes fleuries de cette plante saditionnellement utilisées pour
leurs propriétés antimicrobiennes, expectorantaaninatives et antispasmodiques dans le
traitement du rhume, la bronchite, la tuberculdaesinusite, le choléra, les intoxications

alimentaires, les flatulences et les coliques tirtakes(Zargari, 1990 ; Delille, 2007)

Cette plante a aussi la particularité d’étre ins@lg puisqu’elle a été déja utilisée

dans ce ses pour faire éloigner les inse¢Bremness, 2001).

En usage externe, la menthe pouliot fraiche estiogg® sur les contusions, les
enflures, les engorgements laiteux, les pointsaloglix des rhumatismes et en compresses

contre la névralgie faciale et la migraifh€yerisam, 2013).

La plante entiere, s’utilise en inhalation, en gifun ou en décoction dans du lait ou du
thé, est conseillé en cas de refroidissementshulme, de grippe, de bronchite, de toux et de
douleurs abdominaleSardéset al, 2003).

1.1.6. Composition des huiles essentielles ddentha pulegiumL.

La composition chimique des huiles essentielleddatha pulegiuni. a fait I'objet
de nombreuses publications. Elle est caractériggelg présence majoritaire de cétones
possédant un squelette menthanique. En effet,degpasitions décrites sont dominées soit
par la pulégone 80,3% au Mar(®ouchra etal., 2003) (70-90%)en Algérie( Beghidja et
al., 2007. Lahrech, 201)) 65,9-83,1% en IndéAgnihotri et al., 2005),73,4% en Uruguay
(Lorenzo etal., 2002)et 43,5% en EgyptEl-Ghorab, 2006); soit par la pipériténone 83,7-
97,2% en Grecéokkini et al., 2002)ou encore la pipéritone 70,0% en Autri¢ievaving
et Smith, 1971)
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|.2. Les Huiles essentielles

[.2.1. Généralités

Les huiles essentielles sont des mélanges natwaisplexes de métabolites
secondaires volatils, isolés par hydrodistillatiom par expression mecaniq€alemba,

2003. Elles sont obtenues a partir de feuilles, deingsa de bourgeons, de fleurs de
brindilles, d’écorces, de bois, de racines, destmede fruitgBurt, 2004).

Selon [l'association Francaise de normalisatichFNOR, 2000). Les huiles
essentielles sont des produits obtenus a partined'nnatiére premiére végétale, soit par
entrainement a la vapeur, soit par des procedéampmes a partir de I'épicarpe des citrus,
soit par distillation a sec. De nouvelles technggpermettant d’augmenter le rendement de
production, ont été développées, comme I'extraciiomoyen de dioxyde de carbone liquide
a basse température et sous haute preéSamtoyo etal., 2005) ou I'extraction assistée par

ultrasons ou micro-ondeKifnbaris et al., 2006).
1.2.2. Origine des huiles essentielles

les plantes vertes puisent I'eau et utilisentdigne solaire et le gaz carbonique présent
dans l'air pour synthétises les glucides, ce pmeeappelé photosynthese, il se déroule au
niveau des feuilles, plus précisément au niveau cdsroplastes qui renferment la
chlorophylle, les produits issus de la photosyrgheent (les glucides, NADPH, ATP)
constituent une source d’énergie, ils contribuemd génération de nouvelles cellules , ils
interviennent indirectement dans la biosynthéseliders composés secondaires tels que les
lipides, les hétérosides, et les essences. Airsihlgiles font parties des résidus du

métabolisme végétal@larishetty et Panchagnula, 2004).
1.2.3. Localisation des huiles essentielles dansgante

Les essences sont synthétisées par les végétparesus. Il y aurait environ 17500
espeéces aromatiques réparties dans cinquantainefandile dont les Lamiaceae, les
Asteraceae, les Rutaceae, et les Lauraceae. Cesesspont caractérisées par la présence
d’organes spécifiques responsables de la synthésestockage des huiles essentielles :

Les poches (Myrtacées, Rutacées) ou les canau&tsers, les poils sécréteurs (Lamiaceae)

et les cellules sécrétrices (Zingiberacd&e)neton, 1993)
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Sur le site de stockage, les gouttelettes dessgksentielles sont entourées de
membranes spéciales constituées d'esters d’acidsshydroxylés hautement polymérisés,
associes a des groupements peroxydes. En raisteurdearactere lipophile et donc de leur
perméabilité extrémement réduite vis-a-vis des gas membranes limitent fortement
I’évaporation des huiles essentielles ainsi que deydation a I'air(Bruneton, 1993 ; Anton
et Lobstein, 2005)

1.2.4. Composition chimique des huiles essentiedle
la composition chimique des essences est comglegpeut varier selon I'organe, les
facteurs climatiques, la nature du sol, les prasquculturales, et le mode

d’éxtraction.Guignard, 2000.

Les constituants des huiles esssentielles appaeii¢, de facon quasi exclusive, a
deux groupes caracterisés par des origines biagéestdistinctes : le groupe des terpides
(terpénes) d'une part, le groupe des composés #opea dérives du phénylpropane.
beaucoup moins fréquents d’autre part, tous carsésepar un poid moluculaire b@akkali
etal., 2008).

a. Les terpénoides

lIs représentent le groupe le plus diversifié m@ésabolites secondaires, végétaux, plus
de 15.000 composeés différents sont décrits dahdeature. Ils dérivent d’'une structure de
base a cing carbones (C5H8), communément appealpeeie (Figure 2). Selon le nhombre
répétitif de cette unité, les terpénoides sont sémsen : monoterpénoides (C10),
sesquiterpénoides (C15) et diterpénoides (C20)s @aoomposition de la plupart des huiles
essentielles les monoterpénoides et les sesquitdges forment la majeure partie,
(Calsamiglia etal., 2007. Benchaar eal., 2008.)

Le terme « terpénoide » définit I'ensemble depéres oxygénées et non oxygénées,
alors que le terme «terpene » ne tirent pas cometéa présence doxygerBaser et
buchbauer, 2010)

Figure 2. Structure de la molécule d’isoprén@afsamiglia etal., 2007

7
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b. Composés aromatiques

Les dérivés du phénylpropane (C6-C3), ou comppsésoliques s’agissant le plus
frequemment d’allyl ou propénylphébols, et ou aldlds. La biosynthese par voie
phenylpropanoides débute par des aromatiques quelasphénylalanine et la tyrosine, lls
sont généralement caractérisés par la présencegdaupement hydroxyle fixé a un cycle
phényle. Egalement, la synthese de ces constitmgéatsssite une série d’acides dont I'acide

shikimique et I'acide cinnamiqu@&runeton, 1999)

Les phénylpropanoides sont moins répondu dans djtiEles terpénes, néanmoins elles sont
caractéristiques dans certaines huiles essentiigsaceae (anis, fenouil, persil, cannelles

(eugénole, myristicine, asarones, cinnamaldéhfieineton, 1999)
1.2.5. Activités biologiques des huiles essentiddle

Les H.E.S. possédent de nombreusestéstbiologiques. Selon les travaux \dagi,
et al, (2005)ces activités sont liées essentiellement a la csitipo chimique, aux groupes

fonctionnels des composés majoritaires de cesiexéiaa leurs effets synergiques
[.2.5.1. Activité antimicrobienne

L’essor de chimie a permis I'apparition de now®kubstances antimicrobiennes. Ces
dernieres sont définies comme étant des substantidisées pour détruire les
microorganismes ou empécher leurs croissancesmpr® les antibiotiques et autres agents
antibactériennes et antifongiqgues. Ces substangeghé&iiques ont été employées

couramment(Rozman et Jersek, 2009).

Néanmoins, le mécanisme d’action des HES surdiisles bactériennes et fongiques
reste difficile & cerner, compte tenu de la compmsicomplexe des huiles volatil¢Burt,
2004). La variabilité des constituants des huiles suggeérelles agissent sur plusieurs sites
d’action dans les micro-organismes, étant donné anague composé posséde son propre

mode d’actioGuinoiseau, 2010).

En effet, les huiles essentielles (HES) sont cemnpour posséder une activité
antimicrobienne et certaines sont classées commsutistances sdres et pourraient donc étre
employées pour empécher la croissance des micmisengas pathogenes et contaminants.
(Gachkar etal., 2007).
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[.2.5.1.1.Activité antibactérienne

Les molécules aromatiques possédant I'activitébaatérienne la plus importante sont
les Phénols, les terpénes ou terpénoides ont dessffets contre les bactéries et différents
autres germes cousant des problemes dans le domédieale et agroalimentaire. Cependant
le mécanisme de I'action de ces terpenes n’'esti#Erement compris et qu’il peut étre s’agit

de la rupture de la membrane par les composédhilegpCowan, 1999).

[.2.5.1.2.Activité antifongique

De plus en plus, les essences sont utilisées liadsstrie agro-alimentaire comme
aromes également comme conservateurs alimenthgsshuiles essentielles agissent sur un
large spectre de moisissure et de levure en inhlbamoissance des levures et la germination
des spores, I'élongation du mycélium, la sporutatéd la production de toxines chez les
moisissuregOuibrahim, 2014).

Comme pour l'activité antibactérienne, le pouvairtifongique est attribué a la
présence de certaines fonctions chimiques darmgasition des HES, Plusieurs travaux ont
révélé que le pouvoir inhibiteur était essentieb@ind( a la réactivité de la fonction aldéhyde
avec le groupement thiol des acides aminés immiglads la division cellulair@Kurita et
al., 1979).

D’autres auteurs ont démontré que la formatiomnddemplexe entre le donneur
d’électrons et I'aldéhyde induit un changement 'd&t ionique de la membrane traduisant
par un déséquilibre d’échange avec le milieu extéri Ce déséquilibre entraine la mort

cellulaire(Baser et Buchbauer, 2010).

[.2.5.1.3.Les mécanismes d’action

Les huiles essentielles ont un spectre d’acties karge puisqu’elles inhibent aussi
bien la croissance des bactéries que celle desissumies et des levures. Leur activité
antimicrobienne est principalement en fonction @er|composition chimique, et en

particulier de la nature de leurs composés volatdgeurgSipailiene etal., 2006).

Les mécanismes impliqués dans le mode d’actibmamobien des huiles essentielles
ne sont pas encore totalement éclaircis. Leur mgbeut étre inhibitrice ou létale. Elles
peuvent affecter plusieurs cibles en méme temfmiemécanisme d’action est probablement

n'est pas attribué a un mécanisme specifique céreid la grande variété des groupes de
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constituants chimiques présentes dans une huikentsiée et les différents sites dans la
cellule ou elles peuvent adBurt, 2004; Bakkali et al., 2008).

1.2.5.2. Activité antioxydante

L'activité antioxydante d’un composé corresporghaapacité a résister a I'oxydation.
Les antioxydants les plus connus sontpiearoténe (provitamine A), I'acide ascorbique

(vitamine C), le tocophérol, la quercétine, lamatet le Picnogénol.

La plupart des antioxydants de synthése ou diwigaturelle possedent des groupes
hydroxyphénoliqgues dans leurs structures et leprigi@s antioxydantes sont attribuées en
partie a la capacité de ces composeés naturelgardes radicaux libres tels que les radicaux
hydroxyles (OHe) et superoxydes (OZBurda et Oleszek, 2001; Antolovich eal., 2002 ;
Bartosz, 2003).

La capacité antioxydante des huiles essentielleétestement liée a tout le contenu
phénol(Yanishlieva etal., 1999)

[.2.5.2.1.Le stress oxydatif

Le stress oxydatif est défini comme étant le dédiéoge entre la génération des
especes réactives de I'oxygene(ERO) et la capdcitéorps a neutraliser et a réparer les
dommages oxydatif@oyd etal., 2003).

.2.5.2.2. Les radicaux libres

Un radical libre est une espece chimique, atomenolécule, contenant un électron
non apparié. Extrémement instable, donc tres féaatti par conséquent, leur durée de vie est
généralement tres courte, de l'ordre de 4-10 sex)nde composé peut réagir avec les

molécules les plus stables pour apparier son éle¢dndré, 1998, Beckman ; Ames, 1998).
[.2.5.2.3. Conséquences de Stress oxydatif

Les phénomeénes radicalaires de base sont utilesbcau fonctionnement de
'organisme. L’altération des composants cellukiet des structures tissulaires intervient
lorsque lintensité de ces phénoménes augmentemahement et dépasse la quantité
d’antioxydants disponibles. La conséquence de sgqidlibre va entrainer une agression
appelée « stress oxydati{Rahman, 2003).

10



Chapitre | Synthése bibliographique

Tous les tissus et tous leurs composants peuventt@ichés : lipides, protéines,
glucides et ADN Aurausseau, 2002 ; Valko eal., 2006).Toutes ces altérations augmentent
le risque de plus de 30 processus de différentéadnea(Aruoma, 1998). Parmi lesquelles
les maladies d’Alzheimer de Parkinson, de Creultf@éhcob et de méningo-céphalites, les
maladies cardiovasculaires et déficience cardialea et al., 1995, les ocedémes et

vieillissement prématuré de la pg&eorgetti etal., 2003)et le cancerAli et al., 2003).

1.2.5.2.4. Les antioxydants

Ce sont des molécules qui aident le corps a latbetre les radicaux libres en les
neutralisant, afin qu’ils deviennent inoffensftsevy-Dutel et Scotto, 2011)jls peuvent étre
classés en deux groupes selon le niveau de lelmnackes antioxydants primaires qui sont
appelés également les antioxydants vrais ou ardantg radicalaire$Reynal et Multon,
2009).Ce sont Des enzymes antioxydantes présentensydesmes de défense trés efficaces.
Cette ligne de défense est constituée de superodigeutase (SOD), de catalase et de
peroxydase (glutathion et ascorbateavier, 2006).Ces enzymes antioxydantes permettent

I'élimination des radicaux libres primaires, selea réactions suivantes:

superoxyde dismutase

2 0,7 +2 H* - H,0, + 0O,

catalase

2 H,O, 2 H,O + O,

glutathione peroxydase

H,O, + 2 GSH - 2 H,O + GSSG

De ce fait elles préviennent la formation de radic libres organiques a partir des
lipides membranaires notamment et contribuent doa protection des membranes de la
peroxydation lipidiqu€Dacosta, 2003)Et les antioxydants secondaires. Les antioxydgunts
sont appelés aussi préventifs qui assurent l'itibibbide la production des radicaux libres. Ce
sont des molécules exogénes ; des substances desamhpes hydro-peroxydes en alcools,
des thiols (glutathion, acides aminés soufrés) esidisulfures, des protecteurs vis-a- vis des
UV (Rolland, 2009, Contrairement aux enzymes antioxydantes, une miel@antioxydant
piege un seul radical libre. Pour pouvoir fonctiena nouveau, cette molécule d’antioxydant

doit donc étre régénérée par d’autres systédasosta, 2003).

1.2.6. Applications des huiles essentielles dangustrie agroalimentaire
Les effets antimicrobiens de différentes espéchsrloes et d’épices sont connus
depuis longtemps et mis a profit pour préserveralanents(Bekhechi, 2008).Ainsi, les

huiles essentielles et leurs composants, actuetieeraployés comme arémes alimentaires,
11
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sont également connus pour posséder des activitdsxygdantes et antimicrobiennes sur
plusieurs bactéries responsables de la pollutisratiments et pourraient donc servir d’agents
de conservation alimentair@sim et al., 1995).

Les huiles essentielles ont également des prépriéngicidesNlahadevan, 1982)et
tres efficaces contre les moisissures responsdblés détérioration des denrées alimentaires
lors de leur stockagéMejholem & Dalgaard, 2002).Les huiles essentielles extraites des
feuilles des plantes aromatiques ont égalementléédés propriétés insecticides trés
intéressantes contre une grande variété d'insergageurs des stocks des denrées
alimentaire§Tapondjou etal., 2003 ; Kellouch, 2005).

1.2.7. Toxicité des huiles essentielles

Les huiles essentielles ne sont pas des produitpegwvent étre utilisés sans risque.
Certaines d’entre elles sont dangereuses lorsga’sthnt appliquées sur la peau, en raison de
leur pouvoir irritant (les huiles riches en thynml en carvacrol), allergene (huiles riches en
cinnamaldéhyde) ou photo-toxique (huiles de citastenant des furacoumarines), d’autres
ont un effet neurotoxique (les cétones commeHhujone). La toxicité des huiles essentielles
est assez mal connue. La plupart du temps, sdasnte de toxicité sont décrites des données
expérimentales accumulées en vue d’évaluer le eispie représente leur empl@uba,
2001)

L'utilisation des HES doit étre avec prudence, efigue les spasmes et la goutte. La
prise simultanée des médicaments homéopathiques lavenenthe est contre-indiquée.
(Aouadhi, 2010).
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11.1. Matériel

11.1.1. Matériel biologique
[1.1.1.1. Matériel végétal

Récolte, identification et conservation

La planteMentha pulegiuni. a été récoltée durant la période Mars-Avril, 20de la

région de Bordj Bou Arreridj,

L’identification botanique de I'espéce a été effiéet par le botaniste Mr SARRI
Djamel au niveau du département des sciences dwmtlae et de la vie, Université de
Mohammed Boudiaf M’sila.

La plante fraichement collectée a été séchée bé ba la lumiere et dans un endroit

sec et aéré a température ambiante.

[1.1.1.2. Microorganismes utilisés

Les souches utilisées dans notre étude font padiée deux groupes des
microorganismes pathogenes et microorganisme camaaim Les testes sont réalisés sur trois

souches fongiques et cing souches bactériennes.

a. Souche bactériennes
Le choix des microorganismes a été porté sur aogches de collection
internationale ATCC (American type culture collea fréquentes en pathologie humaine.
Certaines d’entre eux sont souvent responsablaexiénfections alimentaires constituant
ainsi un probleme majeur de santé publique, et canaictérisées par leur résistance naturelle
a divers agents antimicrobiens (Tab I).
Nous avons sélectionné deux groupes de bactéries :
» Des bactéries Gram positifStaphylococcus aureuUBTCC 65 38,Bacillus
subtilisATCC 66 33.
» Des bactéries Gram négatifPseudomonas aeruginosATCC 90 27,
Escherichia colATCC 87 39 Microccocus luteudATCC 469.
Ces souches nous ont été fournies aimablement ggarelsponsables du laboratoire de

Microbiologie du complexe Antibiotical SAIDAL de Méa, et de I'Institut Pasteur.

13
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Tableau I. Répartition des souches testées

Bactérie Souche Code Famille

Gram -  Escherichia coli ATCC 87 39 Enterobacteriaceés
Pseudomonas aeruginosa ATCC 90 27 Pseudomonadacées
Microccocus luteus ATCC 469 Microccocacées

Gram + Staphylococcus aureus ATCC 65 38 Staphylococcaceées
Bacillus subitilis ATCC 66 33 Bacillacées

b. Souche fongiques
Les trois souches fongiques testéassarium moniliform Aspergillus flavuset
Aspergillus nigerdans le présent travail sont provenues du labiogatte microbiologie de
département des Sciences de la Nature et de |a(SK®/) a I'Université de Mohamed
Boudiaf de M'sila.

c. Conservation des souches

La conservation des souches a été réalisée panensement des souches isolées sur
gélose nutritive inclinée dans des boites de pésicultures pures sont conservees a + 4°C a

I'obscurité.

11.1.2. Matériel non biologique

Des antibiotiques ont été utilisés comme référen@@ésnoins positifs). Les

équipements, la verrerie et les milieux de cultuiésés sont mentionnés dans ’Annexe 1.

11.2. Méthodes
[1.2.1. Extraction des huiles essentielles

[1.2.1.1. Principe

L’hydrodistillation ou entrainement a la vapeurt ese technique d’extraction dans
laquelle le solvant est I'eau. Le principe consigt@orter a ébullition dans un ballon un

mélange d’eau et de plante dont on souhaite egtfauile essentielle. Les cellules végétales
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éclatent et liberent les molécules odorantes, kdfEpisont alors entrainées par la vapeur
d'eau créée. Elles passent par un réfrigérant acgaelles sont condensées, puis sont
récupérées dans un récipi¢Btuneton, 1999).

[1.2.1.2. Mode opératoire

Dans notre étude, I'extraction des huilles essiatieété réalisée par hydrodistillation
des échantillons dans un appareil de type Clevei@tvenger, 1928 au niveau du
laboratoire de biochimie du département de Biochieti microbiologie de l'université de
M'sila. La distillation de 100 g de chaque échamtildécoupés en morceaux de 3 cm environ
dure trois heures apres l'apparition de la premgmette de distillat a la sortie du tube de
condensation de la vapeur (Figure 3). Les huilesertielles ont été stockée a 4°C a
I'obscurité et déshydraté avec du sulfate de sodiohydre.

Figure 3. Montage d’'un hydrodistilateur type Cleveng@rifinale, 2017).

Le rendement en huile essentielle RHE corresporrdport entre la masse des HES
(m HES) obtenue et la masse de matiére végétald\(jrutilisée pour I'extractionAFNOR,

2000. Il est exprimé en pourcentage. Il est estimdgp&rmule suivante :

=100

M HE
RHES %= -,

mw

R wes: Rendement de I'extraction des HES en pourcentage (%

15



Chapitre | Matériel et méthodes

Mue : Masse de I'HE récupérée en gramme (Q).
Mmy : Masse d’essai de la matiére végétale séche utdis@geamme (Q).

[1.2.2. Caracteres organoleptiques

Les différentes caractéristigues organoleptiquepget, couleur, odeur) des huiles

essentielles dslentha puleguimL., ont été notées.

[1.2.3. Détermination du taux d’humidité

Le taux d’humidité oda teneur en eau est définie comme étant la perfgodis subit
lors de la dessiccatioA(digié et al., 1973 et a été déterminée par le procédé de séchage
dans I'étuve a 105°C, 4g de la matiere fraichecéige pendant 4 heure ; trois répétitions ont
éte realisées, dont la moyenne représenteraitube déhumidité Twidwell et al., 2002 ;

Simpson, 1999, qui a été calculé par la formule suivante:

[ H% = (Poids a - Poidsp ) / Poidse x 100 1

H% : taux d’humidité exprimé en %.
a : Poids de I'échantillon « plante fraiche » en g.

B : Poids de I'échantillon « plante séche » en g.

11.2.4. Activités biologiques des huiles essentie$§
[1.2.4.1. Activité antioxydante
[1.2.4.1.1. Teste de DPPH

a. Principe

Le DPPH est un radical libre stable violet en 8oty il présente une absorbance
caractéristique dans un intervalle compris entr@ 81 517 nm, cette couleur diaprait
rapidement lorsque le DPPH est réduit en diphépyteyl hydrazine par un composé a
propriété anti radicalaire, entrainant ainsi uneottiration (Figure 04). L’intensité de la
couleur est proportionnelle a la capacité des aptiants présents dans le milieu a donner des
protons Sanchez-Moreno, 200
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Figure 04. Structure : chimique du radical libre DPPHe (2,PDBenyle-1-Picryl-Hydrazyle

(Marc et al.,

2004)

On peut résumer la réaction sous la forme de l'éopia

DRP- (AH) n DPPH-

H+ (A*) n

Ou: (AH) représente un composé capable de céder un hydragéadical DPPH (violet) pour le

transformer en diphényle picryl hydrazine (jaurtgy(re 05) Brand-William et al., 1995.

L

o
’[ T
I

~F ~F

i

=

('_I:N\\
-

HOR~
NO;
1L.1-Diphényl-2-pierylhydrazyl (DPPH)

violet

R ﬂf”/t*b7
H\< L e 4

r_::m-ﬁ\(/__::j/n:a:
—— |
' By

\‘II/
NO2

(DPPH):H
jaune

Figure 05.Piégeage du radical libre DPRParejo et al,2002)

b. Mode opératoire

La capacité des huiles essentielles de le plarpeger le radical libre DPPH est

évaluée en utilisant la méthode décrite lpair et al., (2009) suivi du calcul de I'lG et de
I'indice de l'activité antioxydante (AA({Bcherer et Godoy, 2009)

On prépare les solutions meéres des huiles esdestidlans I'éthanol a une

concentration de 15 mg/ml. 1,5 ml de chaque soilusont mélangés avec 0,5 ml d'une

solution éthanolique de DPPH (0,1mM).

En ce qui concerne le contrble négatif, ce deresr préparé en paralléle en

mélangeant 1,5ml d’éthanol avec 0,5 ml d’'unetsmiuéthanolique de DPPH.

Une expérience de contréle positif a été effectaBeutilisant le BHT dont les

concentrations varient entre 1 et 60 pg/ml.
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Les mélanges réactionnels sont agités vigoureudeatencubé 30 min a I'obscurité et a
température ambiante. Les absorbances sont mesusdgsnm.

L'expérience est réalisée en triplicata.

c. Expression des résultats

» Calcul de pourcentage d'inhibition

Le pourcentage d'inhibition (P1 %) du radical lildEPH a été calculé avec la formule
suivante [eitao etal., 2002 ; Wang etl., 2003 :

Pl % = [(Ao — A)/ Ag] X 100

Ou:

Pl : Pourcentage d’inhibition exprimé en %.

Ao: Absorbance de la solution du DPPH’ sans échant{tontréle négatif).
A : Absorbance de la solution du DPPH’ en présend&deantillon.

» Calcul de concentration inhibitrice ICsq

La concentration inhibitrice (I§g) est la concentration de I'échantillon testé ngaiee
pour réduire et neutraliser 50% du radical DPBduhaddouda, 201% (autrement appelée
concentration effective (&g correspondant a 50 % d’inhibition et qui conditiactivité
antioxydante des HESM@nsouri et al., 201)).

L'IC 5 utilisée comme une estimation de I'activité antiante par DPPH, est estimée
par extrapolation en tracant la courbe des pouagest d’'inhibition (Pl %) en fonction de
différente concentration (C) des HES. Cette valesir comparée a celle trouvée pour le

composé de référence (BHNI&nsouri et al., 201).

Les valeurs d'lG, ont été reportées en tant que moyenne plus ousmit@mreur
standard (SD). Une faible valeur dsdndique une forte capacité de I'extrait a agir own
piégeur du DPPHBouhaddouda, 2014

» L'indice de l'activité antioxydante

L'indice de l'activité antioxydante (AAl) est caléuselon ['équation suivante
(Bouhaddouda, 2018

AAI = concentration finale de DPPH@/ml) / ICso (ug//ml).
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Les résultats d’AAIl sont exprimés comme suit:
AAl < 0.5 — faible activité antioxydante.

1> AAI > 0.5— activité antioxydante modérée.
2 > AAl > 1 — forte activité antioxydante.

AAl > 2 — tres forte activité antioxydante.

[1.2.4.2. Activité antimicrobienne
[1.2.4.2.1. Activité antifongique
a. Principe

Les huiles essentielles a tester sont incorporéiss a&oncentrations variables dans le
milieu de culture gélosé. Apres solidificationnhdieu est ensemenceé et incubé. Les résultats
donnent la CMI qui est définie comme étant la ghible concentration pour laquelle nous

n'observons pas de croissance a I'cei{ antaoui etal., 1992 ; Fandohan, 2004).

b. Protocole expérimental

" Préparation des milieux de cultures contenant diffeentes concentrations des

huiles essentielles

Compte tenu de la non miscibilité des huiles au’eapar conséquence au milieu de
culture, une mise en émulsion de ces huiles aéélé&sée par le tween 20 afin d’obtenir dans
le milieu une répartition homogéne des composéstat Idispers§Remmal etal., 1993 ;
Satrani etal., 2001).Les milieux de différentes concentrations de 0;19/25% et 0,75% en
huiles essentielles avec le tween 20, sont incégsdans le milieu de culture PDA (Potato
Dextrose Agar) apres autoclavage a 121° C, 1 lardant 30 min. Ces concentrations sont
préparées de la fagcon suivante :

v Milieu 1(Témoin): 100 ml PDA+ 0.5ml tween.

v Milieu 2: 100 ml PDA + 100ul HES + 0,5ml tween 20.
v Milieu 3: 100 ml PDA + 250ul HES + 0,5ml tween 20.
v Milieu 4: 100 ml PDA + 750ul HES+ 0,5ml tween.20

* Ensemencement et incubation des boites de pétri

Le mélange de chaque milieu, est coulé a raisob, % ml dans des boites de Pétri de

60mm de diamétre. A l'aide d’un embout stérile, si@écoupons un fragment de culture
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fongique d’environ 6 mm de diamétre a partir d’'api$ myceélien agée de 7 jour, est déposé
au centre de la boite de pétri. Nous opérons aeélme facon pour chaque champignons et
chague concentration dhuile essentielle, les boitke pétri sont ensuite fermées
hermétiguement par le para film et incubées a 253€hdant 7 jours. Pour chaque

concentration, trois répétitions sont préparéds d@éme facon, afin de minimiser I'erreur

= Expression des résultats
a. Taux d'inhibition (T1%)

D’aprés Doumbouya et al., 2012) les taux d’inhibition de la croissance par rappeu

témoin, sont ensuite calculés selon la formuleaniti :
TI(%)=100 x (dC-dE)/dC

TI(%) = Taux d’inhibition exprimé en pourcentage.
dC = Diamétre de colonies dans les boites — ddi)(mm
dE = Diametre de colonies dans les boites contdesitES de plante

ddi = Diametre de disc initiale (6 mm ).

b. Détermination des concentrations inhibitrices (CMI)

La CMI correspond a la plus faible concentrationheiles essentielles pour laquelle
on n'observe pas de pousse visible a I'ceil nu eumilieu solidg(Ouraini et al., 2005).Elle
mesure donc, un effet fongistatique et ne rensejgg®e sur I'état de la population du
champignon, ne permettant notamment pas de présiseile a été tuée en partie ou
totalement ou si elle a seulement cessé se mattifBiérézin et Brograd, 1999). Les boites de
Pétri dont les concentrations ayant montré uneragsitale de la croissance mycélienne; ont
été sélectionnées pour déterminer les concentgatronimales inhibitrices (CMI (Bessedik
Khenfer)

[1.2.4.2.2. Activité antibactérienne
a. Principe
La technique utilisée est celle de la diffusion disque en milieu gélosé ou encore
méthode des disqué¢Bayal et Purohit, 1971) C’est une méthode d’évaluation qualitatine

vitro du pouvoir antibactérien des huiles essentielles.
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Le principe de cette méthode est toujours la mignatle I'huile essentielle par
diffusion dans la gélose. Cette technique inspileelle des antibiogrammes, est généralisée
aux huiles essentielle$lifarib et al., 1983)

Pour obtenir des résultats fiables, il faut trdeailans des conditions standardisées
car plusieurs facteurs peuvent influencer les téwuilla densité de I'inoculum, la température
le temps d’incubation, la concentration du produiéster, la composition du milieu de culture

ainsi que I'épaisseur de la géldsauerin-Faublee et Carret, 1999)
b. Mode opératoire

La méthode de diffusion sur disques en milieu gékxs utilisée pour la détermination
de l'activité antibactérienne des huiles esseesedelon la méthode décrite @ulluce etal.,
(2007)

= Préparation de I'inoculum

Les espeéces cibles (souches bactériennes chaisieé)é revivifiées et repiquées dans
la gélose nutritive, puis incubées a des températoptimales de développements (37C°)
pendant 18 heures pour I'obtention d’'une cultutege Par la suite, des suspensions troubles
de ces souches seront realisées en prélevant ®@lriies bien isolées et identiques. On les
dépose dans 5 ml d’eau physiologique stérile puisagite au vortex. Les concentrations
bactériennes de I'inoculum sont évaluées par titébiet sont exprimées par la mesure de la
densité optique (DO a 600 nm) sur un spectrophai@mnéne DO de 0.08 a 0.1 correspond a
une concentration de AOFC/ml (Sarac etal., 2007; Athamena efal., 2010 ; Karatas etal.,
2010.

= Ensemencement

Dans des boites de Pétri, le milieu de culture sgelMH en surfusion est coulé
aseptiquement a raison de 15 ml par boite. Apréslidification, un écouvillon stérile imbibé
avec la suspension bactérienne fraichement prépstéetalé a la surface de la gélose a trois
reprises, en tournant la boite a environ 60° aptexue application sans oublier de faire
pivoter I'écouvillon sur lui-méme et finir 'ensemeement en passant I'écouvillon sur la
périphérie de la gélose dans le but d’avoir unéridigion égale de l'inoculum. On laisse
sécher les boites pendant 15 a 20 min.

» Test de sensibilité aux antibiotiques : antibiograrme
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Ce test a été realisé pour étudier I'antibiogranstamdard des germes utilisés et le
comparer avec l'effet des huiles essentielles. disgues d’antibiotiques sont déposés a la
surface d'un milieu gélosé, préalablement ensemaweé une culture pure de la souche a
étudier. La sensibilité des bactéries aux antifpices est appréciée selon le méme protocole

gu’avec les disques de papiers imprégnés d’hudergielle.

Trois antibiotiques différents ont été utilisésmakxicilline 25ug, Ofloxacin 5ug (Ofl),
Chloramphénicol 30ug.

» Test de sensibilité aux huiles essentielles : Arotmgramme

La solution mere est préparée par solubilisatiatleS brute dans le dimethyl sulfoxide

(DMSO) a 10%, pour atteindre une concentrationail@tde 100 mg/ml.

A l'aide d’'une pince stérile, les disques de pafiige stérilisés de 6 mm de diamétre
(Whatman n°1), stérile sont déposés a la surfada délose ensemencée a raison de quatre
disques par boite. Chaque disque est ensuite im@réiune quantité de 10 des huiles
essentielles de différentes concentrations. Degudss de papier filtre stérilisés de 6 mm de
diametre (Whatman n°1), imprégnés deul@e DMSO sont déposés a la surface de la gélose
a l'aide d’'une pince bactériologique stérile. Le B®I est utilisé comme contrdle négatif.

= |ncubation

Toutes les boites de Pétri sont scellées avec ddfilpa stérile afin d’éviter
I'évaporation éventuelle des HES. Elles sont mairde a 4 °C pendant 2 heures, puis

incubées a 37 °C pendant 24 heures.

» Expression des résultats
Les résultats des aromatogrammes sont exprimégsaxement a partir de la mesure
du diameétre des halos d’inhibitions, en millimegteenregistrée en tant que moyenne * Erreur
standard. Tous les tests sont effectués en triplica
Cette mesure est souvent transcrite dans diff@regtnboles proportionnels a

I'activité antimicrobienne (Tableau II).
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Tableau II. Transcription des valeurs des diametres d’inhibipour des disques imprégnés
de 10ul d’huile essentielle (Belaiche, 1979).

INHIBITION* mm TRANSCRIPTION SENSIBI LITE
0 0 Résistant
<5 + Peu sensible
>10 + Sensible
20a 30 ++ Assez sensible
130 +++ Tres sensible

* valeur du diameétre du disque imbibé soustraite
11.3. Analyses statistiques

Les résultats ont été exprimés sous forme de meyerareur standard a la moyenne.
L’analyse des données a été réalisée a l'aideglaiéb Graph pad Prism. Les différences ont
été considérées statistiquement significatives o 0,05 dans I'ensemble des analyses
statistiques en utilisant I'analyse de la covargarc One way » le test de Tuky et de

Dunnette.
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[11.1. L'extraction des HES

Le rendement, est déterminé par rapport a 100 matériel végétal sec et broyé, est

exprimé en pourcentage (Tableau III).

Tableau Ill. Rendement en HES dé. pulegiumL.

Matériel végétal essai Rendement %
1 0.63
Mentha pulegiunt. 2 0.66 0.64 £ 0.01%
3 0.64

L’extraction des huiles essentielles Mentha pulegiuni. a donné un rendement de
0.64 £ 0.01%. Ce résultat n’est pas loin a celporeé parZwaving et Smith (1971)qui ont
obtenus un rendement de 0.95% en Grigokkini et al., (2004)ont étudié la menthe pouliot
de plusieurs régions de Gréce dont les rendemartisites essentielles varient entre 1.0% et
3.8%.M. pulegiumL. du maroc étudiée p&enayad (2008)Derwich et al., (2010) et Ait-
Ouazzou etal., (2012) a révelée des teneurs en huile essentielle nattesupérieurs au
résultats obtenu dans notre étude évalué a 2.3Ba%let 2.7% respectivement. Cependant
Zekri et al., (2013)ont déterminé des rendements obtenus jusqu'a 52®82% pour la
menthe pouliot du Maroc. En Algeri@eghidja et al (2007) et Benabdallah (2008)ont
déterminé les rendements en huile essentielle aeelsthe pouliot récoltée dans plusieurs
régions de Jijel ainsi que la région d’El Kala. Medeurs obtenues étaient de 1.16 a 2.19% et

1.45%, respectivement.

Ces variations de teneurs en huiles essentigllgailegiumL. peuvent étre attribuées
a différents facteurs environnementaux prenant @mpte que I'huile essentielle est un
produit métabolique de cellules végétales et saposition quantitative et qualitative peut
étre influencée par les conditions climatiquesgnohent leype de climat, I'altitude, le taux
d’exposition au soleil) le type de sol, le stadecadeissancede la plante en question, le

moment de la récolte et la méthode d’extrac(®@sombes2008 ; Béjaoui etal., 2013)
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[11.2. Le taux d’humidité

La détermination de I'humidité de matiére séchevidmtha pulegiuni. a révélé un
taux nettement supérieure a la moitié du poids d¢éiene fraiche. Ce taux correspond a
environ 81.04% (Figure 6). Ce qui signifie que B84 seulement représente le taux de

matiére séche ayant servi a I'extraction des heigsentielles.

B H20%
B M S%

Figure 6. Taux d’humidité et de la matiére secheMientha pulegiunt..

[11.3. Caractéres organoleptiques
Les caractéeres organoleptiques des huiles essemt@Nl. pulegiumL. obtenue par

I'hydrodistillation sont présentés dans le tabld&u

Tableau IV. Caractéres organoleptiques des HES.

Plante Caracteres organoleptiques
Aspect Couleur Odeur
M. pulegiumL. Liquide Jaune pale Dégage une forte
o odeur menthée
Limpide caractéristique
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l11.4 . Activités biologiques

[11.4.1. Activité antioxydante
111.4.1.1. Le teste de DPPH

Le DPPH est un radical libre permettre de déteemia potentiel de piégeage des
huiles essentielles grace a sa sensibilité a @®tdes composants actifs a des basses

concentrationgYi et al., 2008).

L’activitée antioxydante des huiles essentielledvdgulegiumL. est évaluée par le test
de piégeage du radical DPPH. Il est bien connu quend une solution de DPPH est
mélangée avec celle d'une substance contenanntiesyadants, le radical libre stable DPPH
(couleur violet foncé) est converti en 1,1-diphéRypicryle hydrazine ce qui entraine une

décoloration facilement mesurable a 517 (Molyneux, 2004).

L'inhibition de la décoloration du radical DPPH est fonction des différentes
concentrations des huiles essentielledMaatha pulegiuni. et du témoin BHT (antioxydant
de référence).

L’activité antioxydante des HES est exprimée eg, i en AAI, ce paramétre a été
employé par plusieurs groupes de chercheurs p@septer leurs résultagdbdulmajed et
al., 2005; Ahmad etal., 2012; Ranga efal., 2009) il définit la concentration efficace du
substrat qui cause la perte de 50% de l'activitéatlical DPPH. Plus la valeur digest

petite, plus I'activité de I'échantillon testé gsande.

La cinétique du pourcentage d’activité antiradiralgrégression linéaire) nous a
permis de déterminer I'l§g, qui correspond a la concentration d’huile esséiatiou de BHT

nécessaire a I'inhibition de 50% du DPPH présensdia milieu.

Les figures 7 et 8 Iillustrent I'efficacité des lagi essentielles et du BHT a piéger le radical
DPPH, traduite par le taux d’inhibition (1%) en fdion des différentes concentrations.
D’aprés les résultats, I'évolution de l'activitétimadicalaire est dose-dépendante, car elle

augmente avec 'augmentation des concentrations.
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Les résultats des propriétés antioxydantes degshessentielles de la plante étudiée et le
BHT sont présentés dans le tableau V. L'activitéergrimée sous la forme de valeurs dgC

et d’AAL.
Tableau V. Activité antioxydante des huiles essentielled/dgulegiumL.

Antioxydants IC 50 (Mg/ml) AAl
HES deM. pulegiumL. 6700 +0.28 0,006
BHT 29.62 £0.13 1,35

Les valeurs des Kg pour les HES deéM. pulegiumL., ainsi que pour le BHT sont

présentées dans la figure 09.

Mentha puleguim L.

8000+

60004

IC50 (ug/ml)
S
S

20004

I
< K
S Q;?*
Antioxydants

Figure 09.1Cso enpg/ml d'HE L. steochas. et de standard (BHT).

Chaque valeur représente la moyenne + SD (n = 3).

Les huiles essentielle dd. pulegiumL a montré une activité antioxydante sur le
radical DPPH avec une (4¢ = 6700 + 0.28 pg/ml) et un AAIl (indice de l'acté&i
antioxydante) de 0.005, supérieur de celuMdeulegiumL. d’lran qui s’est avéré posséder
une faible capacité antioxydante (IC50 = 1471@gml et AAlI = 0.003)(Kamkar et al.,
2010).Cependant, la capacité antioxydante de ces heskentielle reste modérée par rapport
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a lantioxydant synthétique de référence, BHT (€ 29 + 0.13 pg/ml et AAI= 1.35)
(P<0.0001).

L'activité antioxydante des huiles essentielles Me pulegium étudiée, peut étre
attribuée a sa composition chimig{iRuberto et Baratta, 2000).

Le composé majoritaire de cette huile, le pulég@iell%), s'est révélé étre un bon
antioxydant(Ruberto et Baratta, 2000) ceci peut donc expliquer le fort pouvoir antioapt!
de cette huile essentielle contrairement a la m@diraous avons noté probablement I'absence
du pulégone.

Les résultats obtenues sont comparées avec desséntErieures qui rapportés une
grande variation dans l'activité antioxydante dé&sSHieM. pulegium Hajlaoui et al., (2009)

ont rapporté une forte capacité antioxydante déé¢lessentielle (IC50 = 10 pg/ml).

Ces divergences dans la propriété antioxydanta deehthe pouliot peuvent étre dues
a sa composition. A cet égaidiuh (1999)a pu déterminer que la présence et la synergie des
différents antioxydants, présents dans une huderdgille spécifique, détermineront leurs
propriétés antioxydantes. L'inévitable l'activit@teoxydante modéré des huiles essentielles
de M. pulegiumL. étudiée, peut étre attribuée a sa compositiomiglie et en particulier a
I'absence de pulégorfen fort antioxydant) et a I'abondance de pipégtqai ne possede pas

un bon pouvoiantioxydantRuberto et Baratta, 2000)
[11.4.2. Activité antimicrobienne

111.4.2.1. Activité antibactérienne

Le pouvoir antibactérien des HES t& pulegiumL. a été étudién vitro par la
méthode de diffusion des disques sur un milieusgeswmlide, (Mueller-Hinton).

L’activité antibactérienne des HES et des antibiods a été estimée en termes de
diamétre de la zone d'inhibition autour des disqpoedenant cette huile a tester vis-a-vis de
cing (5) germes pathogénes; deux de GranBaci(lus subtilis, Staphylococcus aureue)
trois de Gram -HEscherichia coli, Pseudomonas aerugin@dicroccocus luteus)Chaque
halo, une zone claire, montre la destruction demeggs pathogenes et donne une indication

précise de l'activité antibactérienne des HES siatiibiotiques utilisés.
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[11.4.2.1. Antibiogramme

Trois antibiotiques (GM 10 pg, CHL 30 pg et OFL @) jont été testé par la méthode
standard des disques. Les mesures des zones diorhibgurant dans le tableau VI ont
permis de classifier les souches selon les antjoies. La plupart des souches testées ont

montré des sensibilités différentes aux antibi@gstandards testes.

Les résultats des tests des antibiogrammes sogudtomme suit :

Pour I'antibiotique (ATB) GM les souches bactériesnlE. coli; B. subtiliset P.
aeruginosa sont assez sensibles avec des zones d’inhikd#o£1,00 £ 1,00 mm ; 20,00 +
1,00 mm et 24,33 + 0,58 mm respectivement et semsibles avec des zones d’inhibition de
18,67 £ 0,57 mm pour &ureuset 19,50 £ 0,5 mm pouM. luteus

Pour le CHL les deux bactérie€! coliet B. subtilissont tres sensibles avec des
zones d’inhibition de 30,33 = 0,57 mm et 30,33 80mm respective et assez sensible avec
des zones d’inhibition de 21,33 + 1,15 mm p@&uraureus; 25,33 £ 0,58 mm pouP.
aeruginosaetM. luteusde 23,33 = 1,15mm.

Finalement, Tous les souches bactériennes étufiieemli; S. aureus; B. subtilis;
P. aeruginosaet M. luteud sont tous assez sensibles a 'ATB OFL avec de®ex
d’inhibition de 21,00 £ 1mm ; 20,67 + 1,15 mm ;@ mm ; 21,00 £ 1 mm ; 27,50 £ 0,5mm

respectivement. Une différence est statistiquersignificative a P<0.05.
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Tableau VI. Diameétre des zones d’inhibition de la croissancerobienne par les

antibiotiques exprimée en mm (moyenne * SD), trargsen sensibilité.

Antibiotiques
Souches/ /Test SarStes
Antibiotiques utilisés | d’inhibition | Transcription | Sensibilité
(mm)
GM 10ug 18.67+0.57 + Sensible
S. aureus CHL 30ug 21.33+1.154 ++ Assez sensible
. OFL 5ug 20.67£1.154 ++ Assez sensible
§ GM 10ug 20+1 ++ Assez sensible
© B. subtilis CHL 30ug 30.33+0.58 +H+ Trés sensible
OFL 5ug 200 ++ Assez sensible
GM 10ug 24.33+0.58 ++ Assez sensible
P. aeruginosa CHL 30ug 25.33+0.58 ++ Assez sensible
OFL 5ug 21+1 ++ Assez sensible
GM 10ug 21+1 ++ Assez sensible
g E. coli CHL 30ug 30.33+0.57 +H+ trés sensible
© OFL 5ug 21+1 ++ Assez sensible
GM 10ug 19.50+0.5 + Sensible
M. luteus CHL 30ug 23.33+1.154 5o Assez sensible
OFL 5ug 27.50 £0.5 ++ Assez sensible
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[11.4.2.2. Aromatogramme

Les valeurs des diameéetres des zones d'inhibitiensdeches bactériennes face aux
huiles essentielles varient de 9mm a 15 mm poprdaniere concentration (c= 50mg/ml), et

de 11mm a 17 mm pour la deuxiéme concentrationl@Mmg/ml) (Tab VII).

Pour les deux concentrationg.coli et Pseudomonas aeruginosant les plus

sensibles aux HES, elles atteintes 15 + 1, 1773 inm et 13.67 = 0.58, 17.33 + 1.15 mm

respectivement.

Bacillus subtilis, Microccocus luteust Staphylococcus aureusnt moins sensibles,
(11.17 £1.26, 16.83£0.76), (11 + 1, 15.33 £ 0,88 + 1, 11.67 + 0.58) mm respectivement.

Tableau VII. Diamétre des zones d’inhibition de la croissancerobienne par les

HES exprimée en mm (moyenne + SD), transcrite asilsiité.

Huile Essentielle 100 mg/ml Huile Essentielle 50 mg/ml
Souches/ /Test
Diametres | Transcription Sensibilité Diametres | Transcription Sensibilité
d’inhibition d’inhibition
(mm) (mm)
S. aureus 11.67+0.58 + Sensible 9+1 + Sensible
+
=
©
© B. subtilis 16+0,76 i sensible 11.17+1,26 1 sensible
P. aeruginosa| 17,33%1,15 + sensible 13,67+0,58 + sensible
=
g E. coli 17+1.73 + sensible 15+1 + sensible
M. luteus 15.33+0,58 + sensible 11+1 + sensible

(-) résistance, (+) sensible, (++) assez sengdiblet) tres sensible.
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Les valeurs obtenues a partir de la méthode dasibifi sur disque, indiquent que les huiles
essentielles restent efficaces dans I'inhibitiondégeloppement bactérienne avec des zones

d’inhibition proches a celle des antibiotiqgues. dianque le DMSO n’a aucune activité

antibactérienne dont les zones d’inhibition sotdleanent absentes (Figure 10).

F. geruginosa
ATCC 90 27

ATCC 66 33 ATCC 65 38

Figure 10 : I'effet antimicrobien des huiles essentiellesigoulegiumL. (Originale, 2017).

Ces résultats sont en accord avec les précédemsrta sur I'activité antibactérienne
de l'huile essentielle de la menthe poulidenabdallah (2008) décrit des diametres
d'inhibition de I'huile essentielle de la menthaujat algérienne entre 10 et 22 mm, dont le
diamétre le plus important concerngit coli. Cependant, I'activité antibactérienne des huiles
essentielles riche en pulégone a été rapporiagaoui et al. (2009)ont montré que I'huile
essentielle d&. pulegiumde Tunisie présentait une grande activité antésagine avec des
diametres d'inhibition de 10 & 31 mm plus élevéssrps résultats.

D’apres Ait-Ouazzou et al. (2012), I'huile essentielle générait des diamétres
d’inhibition de 12.6 £ 0.5 mm contre une gamme b@etéries, alors quBseudomonas

aeruginosay était résistante.
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A propos deMahboubi et Haghi (2008)ont noté une bonne activité antibactérienne
avec des diametres d'inhibition et des valeurs'atdré de 8-21 mm pour les HES He
pulegiumL. d'lran a chémotype pipéritone/pipéritenone,ecefant cette huile n'a présenté

aucune activité sugscherichia coli

En ce qui concerne l'activité antibactérienne, pdeat étre attribuée a la teneur élevée
de I'huile essentielle en un composé oxygéné igérpgone. En effet, cette activité concerne
toujours les composés majoritaires de 'huile essia impliquant soit une concentration
élevée de pipéritone et les effets synergiquesadégs constituantévlahboubi et Haghi,
2008) soit une teneur élevée en puléggHajlaoui et al., 2009) Quel que soit le cas, en
général, les monoterpénes oxygénés, qui sont nattepius actifs que les monoterpenes
hydrocarbonéqCarson et Riley, 1995)sont généralement présents a des concentrations
significatives dans les huiles essentielled/dg@ulegiumL.

Selon les résultats obtenus, il est possible delemn que I'huile essentielle dd.

pulegiuma un grand spectre d'activité antibactérienne.

Il est connu dans la littérature que les bactéBemm-positif sont plus sensibles aux
huiles essentielles et extraits végétaux que letebas Gram-négat({Karaman et al., 2003 ;
Sahin et al., 2002) ceci est di aux différences structurales de leuesbranes externes
(Inouye etal., 2001 ; Lopez efal., 2005 ; Bozin etal., 2006) Ces composants chimiques
exercent leur activité antimicrobienne sur les opyorganismes par la perturbation de
I'intégrité membranaireg(Knobloch et al., 1989).la pénétration des composés actifs présents
dans les HES est donc difféerenti€heyer et al.,, 2014). Chez les bactéries Gram- , la
membrane externe constitue une barriére de peritéaificace, riche en lipopolysaccharide
dont les charges négatives de surface empéchetiffl@ion des molécules hydrophobes
(Nikaido et al., 2003) toutefois, quelques composeés phénoliques deefaiiids moléculaire
peuvent adhérer a ces bactéries par fixation awtéipes et aux lipopolysaccharides
membranaires a l'aide de leurs groupes fonctioneelse faufiler jusqu'a la membrane
intérieure plus vulnérabl@®orman et al., 2000). Autrement dit, les composés hydrophobes
sont capables de perturber la membrane plasmiqu& etembrane externe des bactéries
Gram- en induisant sa permeéabilité et la mortutale (Wang etal., 2012).Les bactéries
Gram positif sont moins protégées contre les agamibactériens, vu que le peptidoglycane
n'entrave que la diffusion des molécules supéredrglus de 50 kDéNikaido et Vaara,
1985; Hogan et Kolter, 2002).
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[11.4.2.2. Activité antifongique

Dans le domaine phytosanitaire et agroalimentd@®,huiles essentielles ou leurs
composés actifs pourraient également étre employ@me agents de protection contre les
champignons phytopathogenes et les microorganismezghissant la denrée alimentaire.

Les huiles essentielles les plus étudies dans tiérdiure pour leur propriétés
antifongiques appartiennent a la famille des La@atthym, origan, lavande, menthe, ....etc.
étant donnée la grande complexité de la composdimmiotypique des huiles essentielles,
malgré de possibles synergie certains auteursrpréfétudier I'effet d'un composé isolé pour
pouvoir ensuite le comparé a l'activité globaleltheile. Ainsi I'activité fongistatique des
composés aromatiques semble étre lie a la présdaceertaines fonctions chimiques
(Abadlia et chebbour, 2013).

L’activité antifongique des huiles essentielle éada été déterminée par la méthode
de contacte directe, basée sur l'inhibition de taissance mycélienne de disques de
champignons déposés au centre des milieux géldsitsoanés de différentes concentrations
en huiles essentielles (0,1% - 0,25% et 0,75%). réssiltats de I'activité antifongique de
I'huile essentielle vis-a-vis trois souchesspergillus niger, Aspergillus flavus et fusarium

monoliforun) sont présentés dans la figure 11let 12.

Mentha puleguim L.

1501 . .
Aspergilus niger
< B3 Aspergillus flavus
g 100 - = ES) Fusarium moniliform
: = =
< = =
= el = —
o 501 el = —
X el | — —
> ol —]
T — =
= : % = —
0 = = =
Q < \)
Q"» Q(]/ Q/‘\

Concentration (en %)

Figure 11 Effet des huiles essentiellesiepuleguimL., sur les souches testées.
Chaque valeur représente la moyenne + SD (n = 3).
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Figure 12.L’effet antifongique des huiles essentiellesMlepulegiumL.
(Originale, 2017).

On remarque que les trois souches fongiques étsdmsibles aux HES. La réduction
de la croissance mycélienne est observée par tol@esconcentrations testées et
'augmentation de la dose en huile essentielleaesbmpagnée d’'une meilleure efficacité.
Cependant, il y avait de différence significatol@ns l'inhibition mycélienne entre les trois
concentrations (0,10%, 0.25% et 0.75ont (P < 0.05).

Aspergillus nigefest la souche la plus sensible aux HES/dg@ulegium Elle atteinte

100% d’inhibition mycélienne dans la concentrati@n0.25%.

A partir des résultats enregistrés dans les figuréset 12, on trouve que la
concentration minimale inhibitrice CMI des huiles M. pulegium L. est 0,25% pour
A. niger et dé&,73% pour A. flavus et F. monoliforum

L’huile essentielle deVl. pulegiuma été étudiée paviahboubi et Haghi (2008), et
son activité suAspergillus nigem montré un faible pouvoir antifongique avec uhdl €gale
a8 pl/mi

L’activité antifongique est due probablement auetyh a la structure moléculaire des
composants actifs présents dans les HES, telseguerpénes qui affectent non seulement la
perméabilité mais aussi d'autres fonctions dansEmbranes cellulairg®©midbeygi etal.,
2007 ; Cristani etal., 2007).

Cependant, de tous les effets possibles des empaots sur les membranes
biologiques, les effets délétéres sur les membran@gehondriales devraient provoquer une

inhibition du métabolisme énergétique mitochondria qui entraine des perturbations dans
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un large éventail des processus physiologiquemehimiques dans la cellul@oshimura et
al., 2010).

L’activité antifongique des huiles essentielles,utpétre expliqguée par Ieffet
synergique entre leurs différents composés. En, éffe composés majoritaires sont souvent

responsables de l'activité antifongique de ceskalssentiellegGiordani et al., 2008).

Les travaux deChebli et al., (2003) et deVilela et al., (2009) ont montré que la
pulégone et le 1,8-cinéole purs provoquent unebitibn de la croissance mycélienne, mais a
des concentrations plus élevées que les huilestedies dans leur totalité ; ainsi l'activité de
I'huile essentielle est le résultat de ses compos@eritaires et aussi de I'effet synergique des
composeés minoritairg€hebli etal., 2003 ; Ouraini etal., 2007).

Nos résultats corroborent d'autres travaux supdaevoir antifongique des huiles
essentielles de la menthe pouliot. En effet I'équile Lahlou(2005) a montré que I'huile
essentielle dé1. pulegiumL. inhibe la croissance d’uRenicillium sp a un volume de 20 pl.
Ouraini et al.,, (2009, Ouraini et al.,, (2007) ont obtenu une inhibition totale de la
croissance des dermatophytes a partir d'une caatientde 2 pg/ml de I'huile essentielle de
M. pulegiumL. Par ailleurs,Botrytis cinerea un autre champignon responsable de la
pourriture des pommes, ainsi que d’autres espéreggues(Aspergillus flavus, Aspergillus
niger, Fusarium culmorum, Fusarium oxysporum etHAoderma sp.pont tous sensibles a
I'activité antifongique de l'huile essentielle de inenthe pouliofChebli et al., 2003 ;
Hajlaoui et al., 2009 ).

L’huile essentielle d®/l. pulegiumL. a été étudiée paahboubi et Haghi (2008), et
son activité suAspergillus nigerm montré un faible pouvoir antifongique avec unél €gale
a 8 ul/ml. AussiHajlaoui et al., (2009)ont réveélé que I'huile essentielle des feuilledite
plante n'avait pas d’'effet sur les différentes eggefongiques testées a la concentration de 1
pl/ml. Méme a 100 pl/ml le taux d’inhibition demednférieur a 100% (74-90.6).

On suppose gue les huiles essentielles peuvent aweiactivité antimicrobienne en
influencant des cibles bactériennes et fongiquegligmées dans le métabolisme
cytoplasmique et membranaire. Plusieurs étudesnumiiiré que ce sont spécialement les
monoterpénes qui sont impliqués dans cette actif@re effet, on a montré que le groupe
hydroxyle est capables de former des liaisons lg&ires avec les emplacements actifs de la

membrane cytoplasmique de la cellule ciblée, manifiainsi les propriétés physiques et
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chimiques de la membrane et affectant a la foistlacture lipidique et la stabilité de la
bicouche, ce qui induit une augmentation de lalité@iet de la perméabilité membranaire et

ainsi il y'a modification des processus de transgbons(Reichling etal., 2006, Arfa etal.,
2006 ; Derwich etal., 2010)
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Conclusion

L'intérét accordé a I'étude scientifique du pouvdnerapeutique des plantes
médicinales n'a cessé d’augmenter durant ces desréénées dans le but de rechercher des
alternatives aux substances chimiques, qui présedss risques pour la santé humaine et
I'environnement. Dans ce contexte, nous avons eésgHgvaluer in-vitro l'activité
antibactérienne, antifongiqgue et antioxydantdes HES extraites de la plante

Mentha pulegiunt. utilisée en médicine traditionnelle en Algérie

L’huile est extraite par la méthode d'hydrodiatihn. Les analyses quantitatives de
ces huiles a montré un rendement de 0.64 + 0.01%

L’étude du pouvoir antioxydant de nos huiles amiéthode de piégeage du radical
libre DPPH., démontre que les HES de la planteiétual une capacité antiradicalaire modérée
(ICs= 6.7£0.28 mg/ml) par rapport avec celle de l'axyaant standard, BHT (kg =
29+0.13 mg/ml).

En ce qui concerne le pouvoir antibactérien panéghode de diffusion de disque des
HES deMentha pulegiunik, nos résultats montrent que les cinq soucheshbanhes testées
sont sensibles aux HES Mentha pulegiuni.. On peut déduire que nos extraits ont un bon
pouvoir antibactérien sur les souches bactérietestges. Exprimé par des diametres des

zones d’inhibition entre 9 et 17 mm.

Par ailleurs, I'étude du pouvoir antifonggqdes HES étudiés vis-a-vis trois souches
mycéliennes Aspergillus niger, Aspergillus flavus et fusariurormliforum) a été réalisé en
appliguant la méthode de contact direct. Les résutibtenus montrent que les HES ont une
capacité inhibitrice de la croissance mycélienng steuches testées exprimé par un indice

antifongique remarquable.

Ces reésultats restent préliminaires et nécessitieg études complémentaires
approfondies a différents niveaux de I'approcheasers une caractérisation fine et poussée
de ces huiles essentielles par d’autre technicelesstque la CPG/SM ou I'HPLC/SM afin
d’établir une relation structure-activité. Les aités antimicrobienne et antioxydante doivent
étre évaluées dans d’autres systéimestro (cellulaires et enzymatiques) cominevivo afin

de mieux cerner les interactions moléculaires dencdes vis-a-vis de leurs cibles.
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Cependant, des recherches supplémentaires scegsaéres pour évaluer l'efficacité

des extraits étudiés :

 l'isolement et la caractérisation des composégsadtins les HES en vue d’identifier
les différentes molécules responsables des difigseactivités biologiques de cette
plante,

» Evaluer et tester les difféerentes molécules isoiéesivo sur différents modéles
biologique en vue de les utiliser & des fins théudigues et de conservation des
produits destinés a la consommation.

« développer des produits a la base de plantes aquigiee un alternatif a l'utilisation

des produits de synthése pour lutter contre lestagmthogenes
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ANNEXE 1

Appareillage, verrerie et consommables, milieuxadture

= Appareillage

- Autoclave

- Balance de précision

- Balance de paillasse

- Bec bunsen

- Chauffe ballon 1 L

- Cryostat

- Etuve isotherme

- Hotte a flux laminaire avec lampe UV

- Hydrodistillateur type Clevenger

- incubateur bactériologique (25°C, 35°C, 42°C)

- Plaque chauffante

- Spectrophotométre

- Vortex

= Verrerie et consommable

- Anse de platine

- Ballons a fond plat a col rodé

- Béchers : 100 ml, 250 ml, 500 mi

- Boites de pétri stériles de 90 mm de diametre
- Disques d'antibiotiques

- Disques d’aromatogramme Whatman n°1, 6 mm
- Ecouvillons Stériles

- Eprouvettes

- Erlenmeyer 100 ml, 250 mi

- Fioles

- Flacons avec bouchon

- Pinces

- Pipettes graduées stériles

- Pipettes Pasteurs

- Seringues



- Spatule inox
- Tubes a essai
- Verres de montre
= Solutions et réactifs
- 1,1-Diphényl-2-picrylhydrazyl (DPPH)
- Butylated hydroxytoluene

- Eau distillée

- Eau physiologique
- Ethanol 95°, 96°.

- Dimethyl sulfoxide

= Milieux de culture

- PDA (Potato dextrose agar)
- Milieu Miller Hinton (MH)

- Eau physiologique

- Gélose de conservation

- Bouillon Gélose nutritive

- Milieu Gélose nutritive (GN)



Résumé

Notre travail porte sur 1’étude des activités biologiques des huiles essentielles (HES) de la menthe pouliot

(Mentha pulegium L.) de la région de Bordj Bou Arreridj.

Mentha pulegium L. provenant de la région de de Bordj Bou Arreridj a fait I’objet d’un décryptage
biologique de ses huiles essentielles. Cette plante appartient a la famille des lamiacée ; la famille la plus

importante dans la flore algérienne et la plus utilisée par les thérapeutes traditionnels.
L’extraction des huilles essentielle par hydrodistillation a donné un rendement de 0.64+0.01%.

L’activité antioxydante a été évaluée par la méthode du piégeage du radical libre DPPH, en comparant
avec ’antioxydant de référence BHT (1C50=29+0.13pg/ml et AAl= 1.35) les résultats montrent que les huiles
essentielle de Mentha pulegium L. ont une activité antioxydante modéré dont ICs, égale a 6.7+0.28 mg/ml et un
AAI de 0.005.

L’étude du pouvoir antibactérien in vitro par la méthode de diffusion des disques a démontré une bonne activité
antibactérienne contre les souches testes soit bactériennes (P. aeruginosa, E. coli, M. luteus, S. aureus, B.

subtilis) soit fongique (Aspergillus niger, Aspergillus flavus et fusarium monoliforum).

Ces résultats peuvent étre considérés comme point de départ pour des applications de cette plante en

santé ou dans le secteur agroalimentaire

Mots clés : Mentha pulegium L., les huiles essentielles, activité antioxydante, activité Antibactérienne, activité

antifongique.
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